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VIRUS HXHV, MATERIEL NUCLEIQUE, MATERIEL PEPTIDIQUE ET 

UTILISATIONS 

L' hepatite est ' la plus important e 'des maladies 
transmissibles. Le mode de transmission 1 . est le plus 
5 souvent la transfusion, la transplantation d'qrganes et 
l'hemodialyse, mais 1' hepatite peut egalement etre 
transmise par ingestion de nourriture ou d'eau contaminee 
et par contact entre individus. 

Les hepatites virales sont induites par divers agents 

10 viraux qui se distinguent les uns des autres par leurs 
genomes et leurs modes de replication. Les hepatites 
virales causent des dommages au niveau du foie avec des 
de,gres variables de severite. Tres . d'un milliard de 
personnes dans le monde souf f rent d''hepatites virales . II 

15 existe des risques graves dans les- formes chroniques des 
hepatites qui peuvent evoluer -en ' cirrhose ou 
hepatocarcinome. Les hepatites virales peuvent %tre 
diagnostiquees par mise en evidence de symptomes bien 
definis, tels que - f la jaunisse* des taux elev<§s de 

20 transaminases (aspartate transaminase- ou AST, alanine 
transaminase ou ALT, lactate deshydrogenase ou LDH) , et 
des lesions hepatiques. Mais malgre la cpnraaissance de 
differents virus des . hepatite-s^ A, 6, Q, D, E, G et TTV, 5% 
de toutes les hepatites et 40% des hepatites fulminantes 

.25 demeurent inexpliquees, d'ou l'hypothese de 1' existence de 
virus inconnus des hepatites. Ces hepatites sans etiologie 
connue sont aussi bien post-transf usionnelles que 
sporadiques, chroniques ou fulminahtes. Elles sont 
commun6ment appelees hepatites X. 

30 Les virus des' hepatites G (GBV-A, .GBV-B, GBV-C) et 

TTV recemment identifies ne semblent pas etre pathogenes 
chez l'homme et ne peuvent done pas expliquer les cas 
d' hepatites sans etiologie connue ou hepatites X. 

A partir d'un cas d' hepatite grave sans etiologie 

35 connue, d'un patient chez lequel un traitement a 
1' interferon a permis de normaliser les transaminases, les 
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presents inventeurs ont pu doner grace a la technique 
d' hybridation soustractive « RDA " (Representational 
Difference Analysis) les acides nucleiques 

differentiellement exprimes entre le serum au pic des 
5 transaminases et le serum apres normalisation des 
transaminases. 64 3 clones representant des sequences ADN 
propres au serum au pic des transaminases ont ete cribles. 
De maniere a exclure de possibles homologies avec le 
genome humain ou tout autre sequence connue, diffdrentes 
10 voies ont ete explorees : 

■ hybridation des 643 clones avec une sonde " ADN 
genomique humain ", ce qui a permis de montrer que 593 
clones s'hybrident a la sonde " ADN genomique humain " et 
que 50 clones ne s'hybrident pas a la sonde " ADN 

15 genomique humain " et comprennent un insert, 

■ recherche dans les banques de donnees de possibles 
homologies entre les sequences de ces 50 clones et les 
sequences publiees, en utilisant le programme BLAST sur le 
site NCBI selon les parametres donnes.par le site, 

20 ■ criblage complementaire de 4 clones selectionnes de 

l'etape precedent e par * Dot blot " sur 1' ADN des clones 
selectionnes en utilisant une sonde « ADN genomique 
humain " marquee radioactivement et par Southern blot 
d' ADN genomique humain en utilisant comme sonde les clones 

25 selectionnes marques radioactivement. 

A 1' issue de ces differentes etapes, 2 clones ADN ont 
ete selectionnes dont les sequences etaient inconnues dans 
les banques de donnees. Grace a des PCRs realisees au sein 
des sequences donees, testees sur de 1' ADN genomique 

30 humain provenant de donneurs de sang, en final un seul 
clone contenant un insert de 1400 paires de bases a ete 
retenu pour son absence d'homologie avec 1' ADN genomique 
humain et avec toutes sequences presentes dans les banques 
de donnees. La sequence de ce clone a ete appelee XH. 

35 Cette sequence est riche en GC (62%) et presente quatre 
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trames de lecture ouvertes. Cette sequence isolee a 
ensuite ete caracterisee par quatre etudes paralleles : 

■ etude bio-cliniques et 6pidemiologiques, 

■ etude moleculaire, 

5 ■ production d'anticorps specif iques, 

■ etude en microscopie electronique . 
Les resultats montrent que : 

■ la sequence XH est retrouvee par PCR grace a des 
amorces specif iques chez 10% des patients porteurs d'une 

10 hepatite chronique sans etiologie connue presents dans 
1' etude (sur 110 patients testes), 

■ cette sequence est absente chez les donneurs de 
sang testes par la meme PCR specifique de la sequence XH 
clonee, 

15 ■ cette sequence est une sequence ADN au moins 

partiellement simple brin, 

■ elle presente plusieurs trames de lecture et une 
des trames de lecture code pour une proteine de 21kD, 
laquelle proteine possede une region qui presente toutes 

20 les propriet.es d' immunogenicite et d' hydrophylicite 
requises pour induire la production d'anticorps, 

■ le fractionnement sur gradient de sucrose d'un 
serum de patient Non A-E positif par PCR pour la sequence 
XH (XH+) a permis d' isoler deux fraction consecutives 

25 (1,3-1,5 g/cm 3 ) positives pour la sequence XH dans 
lesquelles ont ete raises en evidence des particules dont 
la taille et la regularity sont compatibles avec celles 
d'un agent viral- Ces particules ne sont pas observees sur 
des fractions du gradient negatives par PCR pour la 

30 sequence XH. Ce nouvel agent infect ieux a ete denomme 
HXHV. 

Aussi, la presente invention concerne le virus HXHV 
isol<§ et fournit des acides nucleiques et des polypeptides 
qui sont susceptibles d'etre derives de HXHV. De plus, 
35 1' invention fournit les moyens pour diagnostiquer une 
infection par le virus HXHV chez des patients ou des 



^SDOCID" <W0 03055994A1 IA> 



1 



WO 2003/055994 PCT/FR2002/004578 

4 



animaux suspectes avoir une hepatite virale ainsi que les 
compositions pharmaceutiques ou vaccinales pour prevenir 
ou traiter la maladie associee a 1' infection. 
Ainsi, la presente invention concerne : 
5 - le virus HXHV isole presentant les caracteristiques 

suivantes : 

(i) un genome a ADN au moins partiellement simple 
brin, 

(ii) ledit genome comprend une ou plusieurs trames de 
*0 lecture (ORF) codant pour une ou des proteine(s) ou 

polyproteine (s) ; 

(iii) ledit genome comprend une sequence 
nucleotidique susceptible de s'hybrider a la 
sequence SEQ ID NO : 1 ou a la sequence 

15 complementaire de SEQ ID NO : 1 ; de preference , il 

presente une sequence nucleotidique qui presente, 
pour tout segment d'au moins 40 nucleotides 
appartenant a ladite sequence, au moins 90%, 
avantageusement au moins 95%, ou mieux encore au 

20 moins 98%, d'homologie avec SEQ ID NO : 1 ou avec 

son complementaire ; 

- une sequence d' acide nucleique susceptible d'etre 
obtenue a partir du genome du virus HXHV ou des fragments 
dudit genome ou une sequence d' acide nucleique homologue a 

25 ladite sequence d' acide nucleique SEQ ID NO : 1 ou a la 
sequence complementaire de SEQ ID NO : 1, et presentant au 
moins 90%, de preference au moins 95% et avantageusement 
au moins 98% d'homologie sur la longueur de la sequence 
representee en SEQ ID NO : 1 ; le virus presentant les 

30 caracteristiques definies ci-dessus / 

- un fragment nucleotidique d' ADN ou d'ARN comprenant 
ou consistant en une sequence nucleotidique ADN ou ARN 
d'au moins 12 nucleotides contigus, de preference d'au 
moins 15 ou 18 nucleotides contigus, et avantageusement 

35 d'au moins 21 nucleotides contigus, de la sequence 
nucleotidique ADN SEQ ID NO : I ou d'une sequence 
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nucleotidique qui presente au moins 90% , par exemple au 
moins 95% ou 98% d' homologie par rapport a la sequence 
representee en SEQ ID NO : 1 ou de leur sequences ADN 
complementaires ou du produit de transcription desdites 

5 sequences nucleotidiques ADN ; en particulier, un fragment 
dont lesdits nucleotides contigus appartiennent a 1'un des 
segments suivants : un segment dont la sequence commence 
au nucleotide 813 et se termine au nucleotide 1361 de SEQ 
ID NO : 1 et un segment dont la sequence commence au 

10 nucleotide 927 et se termine au nucleotide 968 de SEQ ID 
NO : 1, le fragment complementaires et le produit de 
transcription desdits fragments et un fragment comprenant 
ou consistant en SEQ ID NO : 1 ou sa sequence ADN 
complementaire ou une sequence qui est le produit de 

15 transcription de SEQ ID NO :1 ; 

- une molecule d' ADN qui comprend ou consiste en une 
sequence nucleotidique ADN representee en SEQ ID NO : 1 ou 
en ce qu'elle comprend au moins un fragment nucleotidique 
ADN tel que defini ci-dessus ou leurs sequences 

20 complementaires ; 

- une molecule d' ARN qui comprend ou consiste en une 
sequence nucleotidique ARN qui est le produit de 
transcription d'une sequence nucleotidique ADN representee 
en SEQ ID NO : 1 ou d' au moins un de ses fragments tel que 

25 defini ci-dessus ou leurs sequences complementaires. 

L' homologie ci-dessus recouvre les equivalents 
fonctionnels de la sequence SEQ ID NO : 1, c'est a dire 
les sequences ADN dans lesquelles au moins un codon peut 
etre remplace par un autre codon tout en codant pour un 

30 acide amine identique. On parle de degenerescence du code 
genetique. Ainsi, les codes de 1' argininine, de la serine 
et de la leucine presentent une degenerescence d' ordre 6 
(c'est a dire qu'il y a six codons differents pour chacune 
d'elle), tandis que les codes d'autres acides amines, tels 

35 que 1' acide glutamique, la glutamine, la tyrosine, 
l'histidine et quelques . autres presentent une 
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degenerescence d' ordre 2. De tous les acides amines seuls 
le tryptophane et la methionine ont une degenerescence 
d' ordre 1. II est done clair que pour 1' expression d'un 
polypeptide dont la sequence est par exemple representee 
en SEQ ID NO : 6, on peut utiliser des sequences d' acides 
nucleiques variantes et f onctionnelles dont les 
compositions en codons sont differentes de la sequence 
d'acide nucl<§ique representee en SEQ ID NO : 1. 

L'homologie definie ci-dessus vise egalement les 
mutants du virus HXHV, et en particulier ceux issus de la 
variability naturelle. En effet, il est bien connu des 
specialistes que les virus ont des taux relativement 
Aleves de mutations spontanees ou induites. 
L' invention concerne egalement : 
15 ~ un polypeptide comprenant une sequence 

polypeptidique ou au moins un de ses fragments, 
caracterise en ce que ladite sequence polypeptidique est 
codee par le genome du virus HXHV ou par des fragments 
dudit genome, par leurs equivalents fonctionnels ou par 
une sequence nucleotidique qui presente au moins 90% 
d'homologie, de preference au moins 95% d'homologie et 
avantageusement au moins 98% d'homologie par rapport a la 
sequence representee en SEQ ID NO : 1 et en ce que le 
virus presente les caracteristiques determinees ci-dessus; 

- un fragment polypeptidique, caracterise en ce qu' il 
comprend ou consiste en une sequence peptidique d'au moins 
4 acides amines, de preference d'au moins 5 ou 6 acides 
amines et avantageusement d'au moins 7 acides amines, de 
preference encore d'au plus 15 acides amines, en 
particulier de 6 a 15 acides amines et avantageusement de 
6 a 10 ou de 8 a 12 acides amines de la sequence 
peptidique representee en SEQ ID NO : 5 ou d'une sequence 
peptidique f onctionnellement equivalente a SEQ ID NO : 5. 
Les - inventeurs ont en particulier montre que dans la 
sequence SEQ ID NO : 5, il existe une region de 14 acides 
amines qui presente toutes les proprietes requises 



20 



25 



30 
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d' irnmunogenicite et d' hydrophilicite requises pour induire 
une r6ponse humorale. Ce polypeptide de 14 acides amines 
est identifiee en SEQ ID NO : 6. lis ont encore montre que 
ce polypeptide de 14 acides amines correspond a une region 

5 antigenique de la sequence representee en SEQ ID NO : 5 
puisqu'il a permis de d^velopper un protocole de test en 
ELISA pour la detection d'anticorps anti-HXHV chez des 
patients ayant une hepatite chronique Non-A Non-E. ; un 
fragment polypeptidique avantageux comprend ou consiste en 

10 SEQ ID NO : 6 ou une sequence polypeptidique 

f onctionnellement equivalente a SEQ ID NO : 6 ; 

- un fragment polypeptidique qui comprend ou qui 
consiste en une sequence peptidique representee en SEQ ID 
NO : 5 ou une sequence peptidique f onctionnellement 

15 equivalente a SEQ ID NO : 5. 

Par "polypeptide" , on designe un peptide, a l'etat 
isole, presentant un enchainement d'un nombre variable 
d' acides amines, tel qu'un oligopeptide, une proteine, une 
proteine de fusion, un peptide de fusion, un peptide de 

20 synthese . Un polypeptide peut etre obtenu par differentes 
techniques bien connues de l'homme du metier, et notamment 
par synthese chimique ou par des techniques de 
recombinaison genetique. Les polypeptides selon 
1' invention peuvent etre obtenus par des methodes de 

25 synthese classique, par exemple avec un synthetiseur 
automatique de peptides, ou par les techniques de genie 
genetique comprenant 1 1 insertion d'une sequence d f ADN 
codant pour ledit polypeptide dans un vecteur d f expression 
tel qu'un plasmide ou un virus, et la transformation de 

30 cellules avec ce vecteur d 1 expression et culture de ces 
cellules . 

Par sequence peptidique equivalente a une sequence 
peptidique de reference, on entend une sequence d' acides 
amines modifiee par insertion et/ou deletion et/ou 
35 substitution et/ou allongement et/ou raccourcissement 
et/ou modification chimique d'un ou plusieurs acides 
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amines, pour autant que ces modifications preservent 
substantiellement voire developpent les proprieties 
immunoreactives de ladite sequence peptidique de 
reference. 

5 Ainsi, on entend par sequences f onctionnellement 

equivalentes qui conservent les proprietes immunoreactives 
de SEQ ID NO : 5, notamment les sequences dans lesquelles 
un ou plusieurs acide(s) amine (s) est ou sont substitue(s) 
par un ou plusieurs autres acides amines ; les sequences 

10 dans lesquelles un ou plusieurs acide amine de la serie L 
est remplace par un acide amine de la serie D, et vice- 
versa ; les sequences dans lesquelles on a introduit une 
modification des chaines laterales des acides amines, 
telle qu'une acetylation des fonctions amines , une 

15 carboxylation des fonctions thiols, une esterif ication des 
fonctions carboxyliques ; une modification des liaisons 
peptidiques telles que par exemple des liaisons carba, 
retro, inverso, retro-inverso, reduites et methylene-oxy . 

Par exemple un ou plusieurs acide (s) amine (s) dans 

20 les sequences des polypeptides de 1' invention peuvent etre 
substitue(s) par un ou plusieurs autre (s) acide (s) 
amine (s) de polarite similaire .qui agissent comme des 
equivalents f onctionnels . Des substitutions pour un acide 
amine dans des sequences polypeptiques d' interet peuvent 

25 etre determinees a partir d' autres membres de la classe 
auquel 1' acide amine appartient. Par exemple, les acides 
amines non polaires (hydrophobes) comprennent l r alanine, 
la leucine, 1' isoleucine, la valine, la proline, la 
phenylalanine, la tryptophane, la methionine. Les acides 

30 amines neutres polaires comprennent la glycine, la serine, 
la threonine, la cysteine, la tyrosine, 1' asparagine, la 
glutamine. Les acides amines charges positivement 
(basiques) comprennent 1'arginine, la lysine et 
l'histidine. Les acides amines charges negativement 

35 (acides) comprennent 1' acide aspartique et 1' acide 
glutamique. D' autres substitutions pour un acide amine 
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dans des sequences polypeptidiques d' interet peuvent etre 
d6terminees a partir des informations contenues dans 
1' article de Kramer A. et al. (Molecular Immunology , Vol. 
32, N°7, pp. 459-465 (1995)). Ces auteurs ont constitue 
5 des banques dans lesquelles pour reduire le probleme de 
1' explosion combinatoire du nombre de molecules, ils ont 
utilises des groupes d'acides amines constitues d' acides 
amines ayant des proprietes physico-chimiques similaires 
et ce sont les acides amines regroup^s dans chacun de ces 
10 six groupes, listes ci-dessous, qui sont consideres 
principalement comme equivalents dans la presente 
invention. 

Groupe 1 : alanine, proline, glycine. 
Groupe 2 : acide aspartique, acide glut ami que. 
15 Groupe 3 : histidine, lysine, arginine. 

Groupe 4 : asparagine, glut amine, serine, threonine. 
Groupe 5 : phenylalanine, tyrosine, tryptophane. 
Groupe 6 : isoleucine, leucine, valine, methionine. 
L ' equivalence d'une sequence peptidique par rapport a 
20 une sequence peptidique de reference peut etre definie par 
son identite ou son homologie, exprimee en pourcentage, 
avec ladite sequence de reference. Ce pourcentage est 
determine, pour une suite d'un nombre donne d'acides 
amines contigus, par alignement des deux sequences, 
25 deplacement de 1 1 une par rapport a l f autre, et comparaison 
des acides amines dans les deux sequences. Le pourcentage 
d 1 identite est determine a partir du nombre d'acides 
amines qui sont identiques a des acides amines de la 
sequence de reference, dans la meme position. Le 
30 pourcentage d' homologie est determine a partir du nombre 
d'acides amines qui sont equivalents a des acides amines 
de la sequence de reference, dans la meme position. 

L' invention concerne aussi une cassette d' expression 
f onctionnelle dans une cellule issue d/un organisme 
35 procaryote ou eucaryote permettant 1' expression d' une 
sequence d' acide nucleique ou d'un fragment d'ADN ou d' une 
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molecule d'ADN tels que decrits ci-dessus, place sous le 
controle des elements necessaires & son expression. La 
cassette d' expression est caracterisee en ce qu'elle est 
f onctionnelle dans une cellule issue d'un organisme 
5 procaryote, en particulier coll ou d'un organisme 

eucaryote ou eucaryote inferieur, en particulier les 
cellules COS et CHO et les cellules de Saccharomyces 
cerevislae et de Pichia pastoris . 

L' invention concerne encore un vecteur comprenant 

10 ladite cassette d' expression ; une cellule issue d'un 
organisme procaryote, tel que E. coll ou eucaryote, de 
preference un organisme eucaryote ou eucaryote inferieur 
et avantageusement une cellule COS ou CHO ou une cellule 
issue de Saccharomyces cerevisiae ou de Pichia pastoris 

15 comprenant une cassette d' expression ou un /vecteur tel(le) 
que defini(e) precedemment ; et le polypeptide produit par 
la cassette d' expression, le vecteur ou la cellule. 

1/ invention a pour objet un procede pour preparer un 
polypeptide ou un fragment polypeptidique tel que defini 

20 ci-dessus qui consiste a cultiver une cellule hote 
repondant aux definitions precedentes dans un milieu de 
culture approprie, ladite cellule hote etant transf ormee 
avec un vecteur d' expression qui contient une sequence 
d'acide nucleique ADN telle que definie precedemment ou un 

25 fragment nucleotidique ADN tel que defini precedemment ou 
une molecule d'ADN telle que definie precedemment et, a 
purifier ledit polypeptide produit jusqu'a un degre de 
purete requis. 

L' invention a aussi pour objet un polypeptide 

30 immunogene, caracterise en ce qu'il presente une sequence 
peptidique ou en ce qu'il consiste en un polypeptide 
tel(le) que defini (e) precedemment, en particulier le 
polypeptide represents en SEQ ID NO : 6. Un tel 
polypeptide immunogene est utilise . pour, la production 

35 d' anticorps monoclonaux ou polyclonaux ou de fragments 
desdits anticorps et 1' invention englobe les anticorps 
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monoclonaux ou polyclonaux ou leurs fragments, . etant 
obtenus par immunisation d'un animal mammifere (lapin, 
rat, souris) avec un tel peptide immunogene. 

La production d' anticorps monoclonaux ou polyclonaux 

5 est bien connue de l'homme du metier. On peut citer a 
titre de reference Kohler G. et Milstein C. (1975) : 
Continuous culture of fused cells secreting antibody of 
predefined specificity, Nature 256 : 495-497 et Galfre G. 
et al. (1977) Nature, 266 : 522-550 pour la production 

10 d' anticorps monoclonaux et Roda A., Bolelli G.F. : 
Production of high-titer antibody to bile acids, Journal 
of Steroid Biochemistry, Vol. 13, pp 449-454 (1980) pour 
la production d' anticorps polyclonaux. Des anticorps 
peuvent egalement etre produits par " immunisation de 

15 souris, de rat ou de lapins avec les particules virales de 
HXHV. Pour la production d' anticorps polyclonaux et 
monoclonaux, 1' immunogene peut etre couple a de l'albumine 
serique (peptide SA) ou a l'hemocyanine de Lymphet Keyhole 
(peptide KLH) comme support pour 1' immunisation. Dans le 

20 cadre de la presente invention, 1' immunogene identifie en 
SEQ ID NO : 6 est couple a la BSA (albumine serique 
bovine) . Les animaux sont soumis a plusieurs injections 
d' immunogene, les anticorps sont preleves dans le serum, 
purifies (Mise en contact avec une poudre de foie 

25 "normal") et sont ensuite cribles pour leur specif icite en 
utilisant les techniques habituelles, telles que des tests 
ELISA ou de Western Blot. Pour la production d' anticorps 
monoclonaux les animaux sont soumis une injection 

d' immunogene en utilisant de 1' adjuvant complet de Freund. 

30 Les serums et les surnageants de culture d'hybridome issus 
des animaux immunises sont analyses pour leur specificite 
et leur selectivity en utilisant des techniques 
classiques, telles que par exemple des tests ELISA ou de 
Western Blot. Les hybridomes produisant les anticorps les 

35 plus specif iques et les plus sensibles sont selectionnes . 
Des anticorps monoclonaux peuvent egalement etre produits 
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in vitro par culture cellulaire des hybridomes produits ou 
par recuperation de liquide d'ascite, apres injection 
intraperitoneal des hybridomes chez la souris. Quel que 
soit le mode de production, en surnageant ou en ascite, 
5 les anticorps sont ensuite purifies. Les methodes de 
purification utilisees sont essentiellement la filtration 
sur gel echangeur d' ions et la chromatographie d' exclusion 
ou la chromatographie d' af finite (proteine A ou G) . Un 
nombre suffisant d' anticorps sont cribles dans des tests 
10 fonctionnels pour identifier les anticorps les plus 
performants. La production in vitro d' anticorps, de 
fragments d' anticorps ou de derives d' anticorps, tels que 
des anticorps chimeres produits par genie genetique est 
bien connue de l'homrae du metier. II est avantageux 
15 d'utiliser des anticorps humanises. Les formes 
" humanisees " d' anticorps non humains, par exemple 
murins, sont des anticorps chimeres qui comprennent une 
sequence minimale derivee d'une immunoglobuline non 
humaine. Pour la plupart, les anticorps humanises sont des 
20 immunoglobulines humaines (anticorps recepteur) dans 
lesquelles des residus d'une region hypervariable du 
recepteur sont remplaces par des residus d'une region 
hypervariable d'une espece donneur (anticorps donneur) non 
humaine, telle que souris, rat, lapin ou primate non 
humain, ayant la specif icite, l'af finite et la capacite 
souhaitees. Dans certains cas, les residus (FR) de la 
region Fv de 1' immunoglobuline humaine sont remplaces par 
des residus correspondants non humains. De plus, les 
anticorps humanises peuvent comprendre des residus qui ne 
30 sont pas trouves dans 1' anticorps receveur ou dans 
1' anticorps donneur. Ces modifications sont effectuees 
pour ameliorer les performances de 1' anticorps. En 
general, 1' anticorps humanise comprendra au moins et de 
preference deux domaines variables, dans lesquels tout ou 
35 a peu pres tout des boucles hypervariables correspondent a 
une immunoglobuline non humaine et tout ou a peu pres tout 
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des regions FR seront celles d'une immunoglobuline 
humaine. Les anticorps humanises f acultativement pourront 
aussi comprendre au moins une partie d'une region 
constante (Fc) d'une immunoglobuline, telle qu' une 
immunoglobuline humaine (Jones et al., Nature 321 : 522- 
525 (1986) ; Reichmann et al., Nature 332 : 323-329 
(1988) ; et Presta et al . , Curr. Op. Struct. Biol. 2 : 
593-596 (1992). 

Plus particulierement, par fragment d' anticorps on 
entend les fragments F(ab)2, Fab, Fab', sFv (Blazar et 
al., 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 et Bird 
et al., 1988, Science 242 : 423-426) d'un anticorps natif 
et par derive on entend, entre autres, un derive 
chimerique d'un anticorps natif (voir par exemple Arakawa 
15 et al., 1996, J. Biochem 120 : 657-662 et Chaudray et al., 
1989, Nature 339 : 394-397). Ces fragments d' anticorps et 
derives d' anticorps conservent la capacite de se lier 
selectivement a l'antigene cible. 

L' anticorps monoclonal ou polyclonal ainsi obtenu ou 
20 son fragment est incorpore dans une composition 
diagnostique qui est utilisee dans un procede pour 
detecter au moins un polypeptide ou un fragment 
polypeptidique tel que defini precedemment dans un 
echantillon biologique, selon lequel on met en contact 
1' echantillon biologique avec la composition dans des 
conditions predetermines qui permettent la formation de 
complexes anticorps/antigene et on detecte la formation 
desdits complexes . 

L' invention a egalement pour objet une composition 
diagnostique qui comprend un polypeptide ou un fragment 
polypeptidique tel que defini precedemment et un procede 
pour detecter des anticorps diriges contre le virus HXHV 
ou au moins contre un polypeptide ou un fragment 
polypeptidique de 1' invention, selon lequel on met en 
35 contact un echantillon biologique suspecte etre ou pouvoir 
avoir ete infecte par le virus HXHV avec la composition 
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diagnostique dans des conditions predetermines qui 
permettent la formation de complexes anticorps /antigene et 
on detecte la formation desdits complexes. Le procede 
decrit dans la partie experimentale et la figure annexee 
5 montrent clairement que le polypeptide de 1' invention ou 
le fragment polypeptidique SEQ ID NO : 6 permet de 
detecter des anticorps specifiques du virus HXHV chez des 
patients ayant une hepatite Non-A Non-E. 

II est connu que lors d'une infection par un agent 

10 viral, l'hote developpe des anticorps diriges contre cet 
agent viral (reponse humorale) . II est montre dans la 
partie experimentale que 1' immunisation de lapins avec un 
immunogene de 1' invention permettait la production 
d' anticorps par les lapins. II a aussi ete montre que des 

15 patients ayant une hepatite Non-A Non-E ont developpe des 
anticorps diriges contre le virus HXHV. La presente 
invention a done aussi pour objet le materiel biologique 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au traitement des etres humains ou des animaux 

20 inf ectes par au moins le virus HXHV • et des preparations 
immunogenes qui peuvent etre utilisees pour produire des 
vaccins therapeutiques contre une infection par le virus 
HXHV et des vaccins prophylactiques pour prevenir une. 
potentielle infection par le virus HXHV, lesdites 

25 preparations immunogenes comprenant : 

(i) soit au moins un polypeptide ou un fragment 
polypeptidique natural, recombinant, ou de synthese de 
1' invention; soit 

(ii) le virus HXHV, par exemple sous une forme 
30 attenuee ou mutee. 

La presente invention a aussi pour objet 
1' utilisation d' au moins un anticorps monoclonal ou 
polyclonal ou d'au moins un fragment desdits anticorps de 
1' invention, specif ique d'au moins un polypeptide ou un 
35 fragment polypeptidique tel que defini ci-dessus en (i) 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique qui 
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administree a un patient infecte par le virus HXHV a la 
capacite de reduire voire d' inhiber la proliferation et/ou 
la replication du virus. Ces anticorps ou leurs fragments 
sont appeles anticorps neutralisants . 
5 En consequence, 1' invention se rapporte a une 

composition immunogene ou vaccinale, caracterisee en ce 
qu' elle comprend un polypeptide ou un fragment 
polypeptidique de 1' invention ou le virus HXHV, 
dventuellement associe a un vehicule et/ou adjuvant et/ou 

10 diluant approprie et/ou a un excipient pharmaceutiquement 
acceptable ; et a une composition pharmaceutique 
comprenant un materiel biologique tel que defini ci- 
dessus, eventuellement associe a un vehicule et/ou 
adjuvant et/ou diluant approprie et/ou & un excipient 

15 pharmaceutiquement acceptable. 

Par echantillon biologique, on entend par exemple le 
sang, le serum, le plasma, les prelevements tissulaires, 
tels que les extraits de biopsie du foie. 

Les vaccins prepares sont injectables, c'est-a-dire 

20 en solution liquide ou en suspension. En option, la 
preparation peut aussi etre emulsifiee. La molecule 
antigenique peut etre melangee avec des excipients qui 
sont pharmaceutiquement acceptables et compatibles avec 
1' ingredient actif. Des exemples d' excipients favorables 

25 sont l'eau, une solution saline, le dextrose, le glycerol, 
l'ethanol ou des equivalents et leurs combinaisons . Si 
desire, le vaccin peut contenir des quantites mineures de 
substances auxiliaires comme des agents mouillants ou 
emulsif iants, des agents qui tamponnent le pH ou des 

30 adjuvants comme 1' hydroxide d' aluminium, le dipeptide 
muramyl ou leurs variations. Dans le cas des peptides, 
leur couplage a une plus grosse molecule (KLH, toxine 
tetanique) augmente quelquefois 1' immunogenicite . Les 
vaccins sont administres conventionnellement par injection 

35 par exemple intramusculaire . Des formulations 

additionnelles favorables avec d' autres modes 
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d' administration incluent des suppositoires et quelquefois 
des formulations orales. 

Par " v6hicule pharmaceutiquement acceptable " on 
entend les supports et v6hicules administrables a l'etre 
5 humain ou a un animal , tels que d6crits par exemple dans 
Remington's Pharmaceutical Sciences 16 th ed. , Mack 
Publishing Co. Le vehicule pharmaceutiquement acceptable 
est de preference isotonique, hypotonique ou pr^sente une 
faible hypertonicite et a une force ionique relativement 
10 basse. Les definitions des excipients et adjuvants 
pharmaceutiquement acceptables sont egalement donnees dans 
Remington's Pharmaceutical Sciences pr^cite. 

L' invention a encore pour objet : 

- une sonde, caracterisee en ce qu'elle est 
15 susceptible de s'hybrider dans des conditions de 

stringence determinees a une sequence d' acide nucleique ou 
4 un fragment nucleotidique d'ADN ou d'ARN ou a une 
molecule d'ADN ou d'ARN de 1' invention ; de preference, 
une sonde de 1' invention comprend au moins 12 nucleotides, 

20 et 1' hybridation est r<Salisee dans des conditions de 
stringence correspondant a une combinaison de la 
temperature et de la concentration saline choisie 
approximativement entre 12 a 20 °C sous le Tm melting 
temperature ") du complexe sonde / sequence nucleotidique 

25 a detecter ; 

- une amorce, caracterisee en ce qu'elle est 
susceptible de s'hybrider dans des conditions de 
stringence determinees a une sequence d' acide nucleique ou 
a un fragment nucleotidique d'ADN ou d'ARN ou a une 

30 molecule d'ADN ou d'ARN de 1' invention ; de preference, 
une amorce de 1' invention comprend au moins 12 
nucleotides, et 1' hybridation est realisee dans des 
conditions de stringence correspondant a une combinaison 
de la temperature et de la concentration saline choisie 

35 approximativement entre 12 a 20 °C sous le Tm melting 
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temperature ") du complexe amorce / sequence nucleotidique 
a amplifier et/ou detecter ; 

- une amorce susceptible de s'hybrider a une sequence 
nucleique ou a un fragment nucleotidique ou a une molecule 

5 d'ADN de 1' invention, caracterisee en ce qu'elle est 
choisie parmi l'une quelconque des sequences SEQ IDs NO : 
19 a 22 ; 

- un anticorps anti-acide nucleique, caractdrise en 
ce qu'il est susceptible de se lier a une sequence d' acide 

10 nucleique ou a un fragment nucleotidique d'ADN ou d'ARN ou 
a une molecule d'ADN ou d'ARN ; 

- une composition diagnostique, caracterisee en ce 
qu' elle comprend au moins une sonde ou une amorce ou un 
anticorps anti-acide nucleique tel que defini ci-dessus ; 

15 - un procede de diagnostic d'ADN et/ou d'ARN viral, 

selon lequel on preleve un echantillon d'un patient, on 
traite si necessaire ledit echantillon pour en extraire 
l'ADN et/ou l'ARN, on met en contact ledit echantillon 
avec au moins une sonde ou une amorce de 1' invention, dans 

20 des conditions de stringence determinees et on detecte la 
presence d'ADN et/ou d'ARN viral dans 1' echantillon soit 
par mise en evidence d'une hybridation dudit ADN et/ou ARN 
viral avec au moins une sonde, soit par amplification 
dudit ADN et/ou ARN ; et 

25 un procede de diagnostic d'ADN et/ou d'ARN viral, 

selon lequel on preleve un echantillon de serum ou de 
plasma d'un patient, on traite si necessaire ledit 
echantillon pour en extraire l'ADN et/ou l'ARN, on met en 
contact ledit echantillon avec au moins un anticorps anti- 

30 acide nucleique, ledit anticorps etant eventuellement 
marque par tout marqueur approprie et on met en evidence 
la formation d'un complexe acide nucleique/anticorps . 

La production de polynucleotides, sondes ou amorces 
fait partie des connaissances generales de l'homme du 

35 metier. On peut notamment citer 1' utilisation d' enzymes de 
restriction, et la synthese chimique sur synthetiseur 
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automatique. Les sondes et amorces susceptibles de 
s'hybrider dans des conditions de stringence determinees a 
une sequence nucleotidique d'ADN ou d'ARN ou a un fragment 
nucleotidique tel que defini precedemment font partie de 
5 cette definition. II est a la portee de l'homme du metier 
de definir les conditions de stringence appropriees. Des 
conditions de stringence caracteristiques sont celles qui 
correspondent a une combinaison de la temperature et de la 
concentration saline choisie approximativement entre 12 a 

10 20 °C sous le Tm (" melting temperature ") de l'hybride a 
1' etude. On peut ainsi se referer a l'ouvrage de George H. 
< Keller et Mark M. Manak, DNA PROBES, second edition, 
Stockton Press, 1993, 49 West 24 th St., New York, N.Y. 
10010 USA. Les conditions de stringence pour discriminer 

15 m§me une seule mutation ponctuelle sont connues depuis au 
moins les annees 1979 ; On peut citer a titre d' exemples 
Wallace R. B et al . , DNA. Nucleic. Acids. Res. 6, 3543- 
3557 (1979), Wallace R. B et al., Science, 209, 1396-1400 

(1980) , Itakura K. and Riggs A.D., Science, 209, 1401-1405 
20 .(1980), Suggs S.V. et al., PNAS, 78, 6613-6617 (1981), 

Wallace R.B et al . DNA. Nucleic. Acids. Res., 9, 3 647-3656 

(1981) , Wallace R.B et al. DNA. Nucleic. Acids. Res., 9, 
879-894 (1981) et Conner B.J. etal, PNAS, 80, 278-282 
(1983) . Par ailleurs, on connait des techniques pour la 

25 production d' anticorps anti-acides nucleiques. On peut 
citer a titre d' exemples Philippe Cros et al., Nucleic 
Acides Researc, 1994, Vol. 22, N°. 15, 2951-2957 ; 
Anderson, W.F. et al. (1988) Bioessays, 8 (2), 69-74 / 
Lee, J.S. et al. (1984) FEBS Lett., 168, 303-306 / Malfoy, 

30 B. et al. (1982) Biochemistry, 21(22), 5463-5467 ; 
Stollar, B.D. et al., J.J. (eds) Methods in Enzymology, 
Academic Press, pp 70-85 ; Traincard, F. et al. (1989) J. 
Immunol. Meth. , 123, 83-91 et Traincard, F. et al. (1989) 
Mol. Cell. Probes, 3, 27-38). 

35 L' invention se rapporte aussi a : 



_03055994A1_IA> 



WO 2003/055994 PCT/FR2002/004578 

19 



- une composition vaccinale comprenant une sequence 
d'ADN codant pour au moins un polypeptide ou un fragment 
polypeptidique de 1' invention, ledit ADN 6tant melange 
avec un vehicule et/ou un diluant approprie ; 

5 un oligonucleotide anti-sens ou anti-gene , 

caracterise en ce qu' il est capable d'interferer 
specif iquement avec la synthese d' au moins un polypeptide 
ou un fragment polypeptidique de 1' invention ; 

- une composition pharmaceutique, caracterisee en ce 
10 qu'elle comprend au moins un oligonucleotide anti-sens ou 

un oligonucleotide anti-gfene ; 

- un vecteur, caracterise en ce qu' il comprend au 
moins un gene d' interet therapeutique ou vaccinal, ledit 
gene codant notamment 

15 (i) soit au moins pour un polypeptide ou un 

fragment polypeptidique de 1' invention; 

(ii) soit au moins pour tout ou partie d' un 
anticorps polyclonal ou monoclonal capable de se fixer a 
au moins un polypeptide ou fragment polypeptidique defini 

20 en (i) ; 

- (iii) soit au moins pour une molecule inhibitrice 
d' au moins un polypeptide ou fragment polypeptidique 
defini en (i) ; 

- (iv) soit au moins pour un ligand ou toute partie 
25 d'un ligand capable de se fixer a au moins un polypeptide 

ou fragment polypeptidique defini en (i) et/ou d'inhiber 
sa fonction ; 

une composition therapeutique ou vaccinale, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, entre autre, un 
30 vecteur tel que defini dans la revendication 37 et en ce 
que ledit gene d' interet est place sous la dependance 
d' elements assurant son expression in vivo ; 

- un materiel biologique pour la preparation d' une 
composition pharmaceutique ou vaccinale, comprenant au 

35 moins une cellule, notamment une cellule ne produisant pas 
naturellement des anticorps, sous une forme permettant son 
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administration dans un organisme mammifere, humain 
animal, ainsi qu' eventuellement sa culture prealable, 
ladite cellule etant genetiquement modifiee in vitro par 
au moins une sequence d' acide nucleique contenant au moins 
un gene codant in vivo pour au moins un polypeptide ou un 
fragment polypeptidique de 1' invention ou codant pour au 
moins une molecule inhibitrice de la fonction et/ou de la 
fixation et/ou de 1' expression d' au moins un polypeptide 
ou d'un fragment polypeptidique de 1' invention ou codant 
pour au moins un anticorps ou un fragment d' anticorps 
capable de se lier a au moins un polypeptide ou d'un 
fragment polypeptidique de 1' invention ; 

- une cellule genetiquement modifiee, en particulier 
choisie parmi les cellules d'eucaryotes, telles que les 
15 cellules COS et CHO et les cellules d'eucaryotes 
inferieurs, telles que les cellules de levure, en 
particulier les cellules issues de Saccaromyces cerevisiae 
et de Pichia pastoris, transformees par au moins une 
sequence d' acide nucleique ou un fragment nucleotidique ou 
une molecule d'ADN ou par un vecteur de 1' invention ; et 

une composition pharmaceutique ou vaccinale 
comprenant une telle cellule. 

Les compositions pharmaceutiques definies ci-dessus 
sont des compositions vaccinales a ADN particulierement 
25 avantageuses, en particulier par rapport aux compositions 
vaccinales " classiques " a base de proteine recombinante . 
En effet, 1' utilisation a visee vaccinale de proteines 
recombinantes est un systeme lourd et onereux, notamment 
parce qu' il exige de tres importantes etapes de 
30 purification des antigenes recombinants. De plus, une des 
difficultes rencontrees est d'obtenir une persistance du 
vaccin suff isamment longue pour maintenir une bonne 
memoire immunitaire. Au contraire, la methode de 
vaccination par 1' ADN, dont les avantages sont inherent s 
35 aux proprietes intrinseques de l'ADN, est simple et peu 
couteuse et est effectuee simplement par injection 
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intramusculaire ou intradermique . De plus, il convient de 
noter que : 

les vaccins a ADN sont non inf ectieux/non 
rdplicatif s, 

5 - que du fait que 1' immunisation par 1' ADN est une 

forme de transfection in vivo, l'antigene viral est 
exprime dans les cellules mammiferes sous sa conformation 
native, 

- comme dans le cas d'une infection virale, une large 
10 reponse immune, a la fois humorale et cellulaire est 

induite, et que 

- de plus, les vaccins a ADN peuvent facilement etre 
combines en raison de leur homogeneite physico-chimique . 

15 I. MATERIELS ET METHODES 

1-1. Source de materiel biologxque. 

Le materiel utilise pour la RDA est constitue de 
serums archives en serotheque. La RDA a ete appliquee a 
un cas d' hepatite grave, sans etiologie connue, traite 

20 avec succes par l'IFN. La normalisation des transaminases 
chez ce patient apres traitement anti-viral et surtout la 
rechute apres arret du traitement avec une nouvelle 
reponse lors de la reprise du traitement sont des elements 
qui plaident en faveur d'une etiologie virale de la 

25 maladie. Un prelevement de serum avant traitement et un 
prelevement de serum apres traitement ont ete utilises 
pour la RDA, le prelevement avant traitement contenant 
potentiellement le virus HXHV et le prelevement apres 
traitement peu ou pas de virus, 

30 I -1.1 Recherche prealable des virus connus des 

hepatites . 

• Criblage par des PCR ultra sensibles: 

Afin d'eliminer la presence de virus connus des 
hepatites, qui pourraient etre presents en quantite tres 
35 faibles ou sous la forme de mutants, des tests tres 
sensibles de PCR pour les virus des hepatites responsables 
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d' hepatite chronique (B, C, G et TTV) ont 6t6 d6veloppes 
(Chemin et al, J of Hepatol., 2001) d'une grande 
sensibility (detection de 10 genomes viraux) . 

Les scrums successifs du patient traite a 
5 1' interferon et destines a la methode d' hybridation 
soustractive sont demeures negatifs par ces tests pour 
tous les virus connus des hepatites ainsi que pour le 
virus SEN (Minoru Shibata et al. The Journal of Infectious 
Diseases 2001 ; 184 : 400-404). 
10 1-1.2 Choix des echantillons pour la procedure RDA. 

- • Echantillons "tester" ou controles positifs au pic 
des transaminases: acides nucl6iques totaux extraits du 
s6rum prdleve au pic des transaminases. 

• Echantillons "driver" ou controles negatifs apres 
15 traitement: acides nucleiques totaux extraits du serum 

prelev6 au taux le plus faible des transaminases. 

Les extractions des acides nucleiques sont realisees 
avec le kit QIAamp® Viral RNA Mini Kit de QIAGEN. La 
technique dif f erentielle est realisee grace au kit 
20 CLONTECH PCR - Select™ cDNA Subtraction Kit de CLONTECH 
selon les instructions du fournisseur. 

1-2. La procedure RDA. 

1-2 . 1 Principe . 

La methode developpee par Lysitsyn et al. en 1993 
25 repose sur le principe suivant et le kit Clontech 
(Clontech PCR-select™ cDNA substraction kit) a ete 
utilise: 

• Diminution de la complexity de l'ADN genomique . 

La l* re etape de la RDA consiste a diminuer la 
30 complexity du genome. Pour cela il faut utiliser une 
enzyme de restriction qui a un site de coupure assez 
frequent ce qui permet de reduire la complexity du genome. 
Le resultat de cette etape est l'obtention d'un ensemble 
de sequences de moindre complexity quoique representatif s 
35 des syquences initiales, d'ou le terme de 
" representational ". La reduction prealable de la 
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complexite du genome a etudier ameliore l'efficacite des 
etapes d 1 enrichissement en facilitant 1 1 hybridation 
complete des echantillons . 
• Enrichissement 

5 Des adaptateurs sont raboutes (grace a une ligase) a 

chaque extremite des fragments d'ADN de 1' echantillon 
"tester" contenant le genome viral. 1/ echantillon "driver" 
n'a pas d 1 adaptateurs . 

Lors de 1 ' hybridation soustractive le "tester" est 

10 mis en presence d'un exces de "driver". Le "driver" D 
contient de nombreux fragments d'ADN communs avec le 
"tester" T et joue done le role d' inhibiteurs comp§titifs 
en limitant 1 1 auto-hybridation des fragments d'ADN du 
"tester" commun aux deux populations. 

15 L 1 ensemble est soumis a un processus de 

d6naturation/renaturation au cours duquel trois types 
d f association vont se produire en fonction de la 
complementarity des sequences. 

Le "driver" etant en large exces, les fragments 

20 communs aux deux pools forment essentiellement des 
hybrides D/D (sans adaptateurs) et aussi des hybrides T/D 
(avec un adapt ateur a l 1 extremite de l'un des deux brins) . 
Seuls les hybrides T/T possedent a chaque extremite les 
adaptateurs qui seront completes lors de l'etape 

25 d f elongation precedant la PCR . En repetant plusieurs fois 
la procedure apr&s avoir selectionne les duplex T/T, il 
est theoriquement possible de purifier les sequences 
presentes uniquement dans le "tester". Cependant 
l'efficacite de la technique d' hybridation soustractive 

30 est limitee en partie a cause de la grande complexite du 
genome humain et de l'abondance de sequences d'ADN 
genomique dans tout echantillon de serum. La repetition 
d'etape soustractive about it a un facteur d' enrichissement 
final de 10 2 a 10 3 , alors que 1 1 on recherche un facteur de 

35 10 6 . 
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II est done necessaire d'associer a cette methode 
second moyen d'enrichissement dit cinetique. Ceci est 
realise grace a une etape de PCR qui utilise des amorces 
coraplementaires des adapt ateurs ajoutes lors de 1' etape 
5 precedente. Les duplex T/T sont done amplifies 
exponentiellement par PCR et les duplex T/D subissent une 
amplification lineaire dont les fragments issus sont 
simples brins. Les hybrides T/D ne sont quant a eux pas 
amplifies. II est possible de detruire les ADN simple brin 

10 par une nuclease qui epargne les ADN double brin. Ce 
precede d'enrichissement selectif des - testers " double 
brin peut etre repete avec differents adaptateurs pour 
enrichir 1 ' ADN cible par rapport aux autres sequences du 
"tester" apres amplification. En general, trois cycles de 

15 cette reaction permettent d'obtenir l e facteur 
d'enrichissement de 10 6 de la sequence virale a rechercher. 
Par la suite les produits obtenus sont sous clones dans 
plasmide pour sequencage et analyse. 



un 



20 1-2.2 Protocole. 

• La RDA est realisee sur les echantillons « tester " 
et « driver » a partir des ADNs du patient prealablement 
cite. 

• Digestion des echantillons par 1' enzyme de 
25 restriction Rsa I 

La procedure est realisee separement pour 1 'ADN du 
"tester" et 1 'ADN du "driver". 

Afin de ne negliger aucune piste, une experience de 
RDA a ete effectuee en parallele avec les ARN sur les 
30 memes echantillons. Cependant, aucun clone, dont la 
sequence n' ait pas d'homologie avec des sequences connues, 
n'a pu etre obtenu a partir de 1' ARN viral. 

Preparation du melange suivant : 

Le melange tampon Rsa J 10 X (5 uL) , R sa I (10 u/uL) 
35 (1,5 uL), acides nucleiques 43,5 uL (2 ug) est prepare. Le 
melange est incube lh30 a 37 °C et la reaction est stoppee 
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avec 2,5 pL de 20X EDTA/glycogene . Une extraction est 
r6alisee avec 50 pL de phenol : chloroforme : isoamyl 
alcohol (25 : 24 : 1) . Une centrif ugation est effectuee 
pendant 10 min. a 14000 tpm et la phase aqueuse superieure 

5 est prelevee. Une nouvelle extraction est realis6e avec 50 
pL de chloroforme : isoamyl alcohol (24 : 1), suivie d'une 
centrif ugation pendant 10 min. a 14000 tpm et prel&vement 
de la phase aqueuse superieure . La phase aqueuse est 
pr^cipitee avec 25 pL de NH40Ac 4M et 187,5 pL d'ethanol 

10 95%, suivie d'une centrif ugation pendant 20 min. a 14000 
tpm et elimination du surnageant. Le culot est lav<§ avec 
200 pL d'ethanol 80%. Une nouvelle centrif ugation est 
effectuee pendant 5 min. a 14000 tpm et le surnageant est 
elimine. Le culot est seche a l'air 5 a 10 min. puis 

15 dissous dans 5,5 pL d'^O. 

• Ligation du "tester" aux adaptateurs (qui 
contiennent les sequences des amorces PCR, necessaires a 
la phase finale de la procedure) : 

lpL du " tester " est dilue dans 5 pL d'eau. Le 
20 melange de ligation est prepare comme suit : H 2 0 (15 pL) , 
tampon de ligation 5 X (BIOLABS) (10 pi), T4 ADN ligase 
(400u/pL) BIOLABS (5 pL) . 

Le melange 1.1 a ete prepare comme suit : " tester " 
2 pL, adaptateur 1 (lOpM) 2 pL, Master mix 6 pL. 
25 Le melange 1.2 a ete prepare comme suit : " tester " 

2 pL, adaptateur 2R (lOpM) 2 pL, Master mix 6 pL. 

Preparation du controle non soustrait : 2 pL du 
melange 1.1 ont ete additionnes a 2 pL du melange 1.2. Le 
melange ainsi constitue est incube 1 nuit a 16°C et la 
30 reaction est stoppee par addition de 1 pL de 20 X 
EDTA/glycogene. La ligase est inactivee a 72 °C pendant 5 
min. et le melange est refroidi dans la glace. 

• Hybridation soustractive : x> tester - driver ". 

La procedure est realisee separement pour 1 1 ADN du 
35 " tester " et 1 'ADN du xx driver ". 
Premiere hybridation : 
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Deux melanges HI et H2 ont ete' realise separement 
const itues de l'ADN du « tester " ligature avec 
1' adaptateur 1 (melange HI) ou 1' adaptateur 2R (melange 
H2). Melange HI : « driver " 1,5 pL, « tester 1 - 1" 
l,5pL, tampon d' hybridation 4 X lpL. Melange H2 : 
"driver" 1,5 pL, « tester 1 - 2" l,5pL, tampon 
d' hybridation 4 X lpL. De l'huile a ete ajoutee a chacun 
de ces melanges et chaque melange est incube pendant 1 
min. 30 a 98 °C puis 6 h a 68 °C avant de proceder 
immediatement a la deuxieme hybridation. 
Deuxieme hybridation : 

Le melange suivant est prepare: " driver " 1 pL, 
tampon d' hybridation 4 XI uL, H 2 02 pL. 

1 pL du melange est denature a 98 °C pendant 1 min. 

15 30. 

15 pL du melange H2 sont preleves a 1' interface 
huile/echantillon. L'air est aspire, le « driver est 
preleve et le tout est ajoute au melange HI. L' ensemble 
est incube a 68 °C pendant la nuit. 
Dilution des ADN soustraits : 
Aux tubes hybrides sont ajoutes 200 pL de tampon de 
dilution. Le melange apres aspirations et refoulements est 
incube a 68 °C pendant 7 min. et la reaction est stoppee 
dans la glace. 

25 • PCR sur les produits de RDA. 

La procedure est realisee separement sur : 

- les produits de RDA derivant des ADNs, 

- le contrdle non soustrait, le controle soustrait du 
kit et le t£moin positif PCR du kit. 



20 



30 



35 



Premier tour de PCR : 

Le melange suivant est prepare: H 2 0 19,5 pL, tampon 
PCR 10 X 2,5 pL, dNTPs (10 mM de chaque) 0,5 pL, PCR 
amorce 1(10 pM) 1 pL, 50 X advantage cDNA polymerase mix 
0,5 pL, echantillons RDA 1 pL. 
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Le programme utilise est le suivant: 75 °c 5min, 94 °c 

30sec 

Puis 25 cycles: 94°c lOsec, 66°C 30sec, 72°c lmin30 
Deuxieme tour de PCR: 

Utilisation de lul du produit de premiere PCR. Le 
meme melange est utilise. 

20 cycles sont effectues: 94 °c lOsec, 68°c 30sec, 
72 °c lmin30. 



10 
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Les couples d' amorces du kit Clontech PCR-select™ 
cDNA substraction sont utilisees, elles sont situees dans 
les adaptateurs "lies" a I'ADN "tester" au debut de la 
procedure RDA. 

Analyse de 8 uL d' echantillon sur gel d' agarose 1 % 
en TBE IX avec coloration au Bromure d'ethidium. 

Les produits de RDA sont ensuite ligues dans le 
plasmide pTOPO grace a la topoisomerase I, puis clones 
dans E. coll £ l'aide du kit TOPO TA Cloning® Kit de 
Invitrogen. 

II - ANALYSE DES PRODUITS DE RDA 



II-l. Criblage des clones generes par RDA. 

La technique RDA permet d'obtenir a partir des 
25 echantillons « tester " et « driver " des produits de PCR 
qui refletent ce qui est potentiellement different entre 
les deux echantillons. Ce qui constitue le materiel 
soustrait . 

Apres clonage des produits de RDA 643 clones ont ete 
30 cribles selon les etapes decrites ci-apres. 

II-2 Repliques des produits de clonage. 

Afin d'eliminer un maximum de clones d' origine 
humaine, les repliques des clones RDA "ADN" sont hybridees 
35 avec des sondes correspondant a de 1' ADN genomique humain 
digere par Eco RI / p s t I et radiomarquees au 32 P. 
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Les r^sultats a 1' issue de ce criblage sont present^s 
ci-dessous . 



643 clones RDA 
R6pliques 



10 



Hybridation 

Sonde genome humain 



15 



593 hybrident 
au genome humain 



50 clones 

n' hybrident 
pas a la sonde 
genome 



20 



II-3. Interrogation de banques de donnees 

Les cinquante clones selectionnes a 1' issue de la 
premiere etape sont sequences. Leurs sequences respectives 
25 sont comparees aux sequences connues dans les banques de 
donnees Swissprot, Embl, Genbank, Draft du genome humain. 
Un certain nombre apparait inconnu. Les resultats de la 
repartition des sequences sont donnes ci-dessous. 

Phosphatase 23% 
30 ADN humain chromosomes 16 + 17 31% 

Proteinase 8% 
Immunoglobuline humaine 16% 
Inconnues 8% 



35 II-4 Criblage complementaire . 

Des etapes supplementaires de criblage ont ete 
realisees sur les 4 clones selectionnes a 1' etape 
precedente selon le processus decrit ci-dessous. 
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• " Dot blot " sur l'ADN des clones selectionnes en 
utilisant une sonde ADN genomique Eco RI / Pst I 
radiomarquee au 32 P.. 

• Southern blot d' ADN genomique en utilisant comme 
5 sonde les clones selectionnes pr6alablement marques au 32 P. 

A 1' issue de ces differentes etapes, deux clones 
xx ADN ", dont les sequences sont inconnues dans les 
banques de donnees, ont ete selectionnes. 

L' etape suivante est la validation de la pertinence 

10 de ces donnees a la fois sur des echantillons provenant de 
patients atteints d' hepatite d'etiologie indetermin6e et 
des temoins constitues d'une part des donneurs de sang et 
d' autre part des patients souffrant de pathologies du foie 
d'origine non virale. Pour cela, des amorces ont ete 

15 synthetisees au sein de 1' ADN des deux clones et des PCRs 
ont ete realisees en utilisant ces amorces sur 1' ADN 
genomique extrait du serum de donneurs de sang afin 
d'61iininer la possibility que l'ADN des clones ne 
corresponde a une sequence ADN frequente dans le genome 

20 humain. 

Un clone contenant un insert de 1400bp (XH) provenant 
de la RDA sur ADN a ete selectionne pour son absence 
d' homologies avec l f ADN genomique humain et avec toute 
sequence presente dans les bases de donnees. 
25 Cette sequence, riche en GC (62%) presente plusieurs 

phases de lecture ouvertes. Elle est identifiee en SEQ ID 
NO :1. Les phases de lecture ouvertes sont identifiees en 
SEQ ID NO, : 2, 3, 4 et 5. 

30 III. Caracterisation de la sequence associee aux 

hepatites X : XH 

Quatre approches paralleles ont ete mises en ceuvre 
afin de caracteriser et preciser la nature de la sequence 
XH isolee : 

35 *S Etudes bio-cliniques et 6pidemiologiques 

S Approche * Moleculaire " 
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S Production d' anticorps specif iques 
V Etude en microscopie 61ectronique 

III-l Etudes bio-cliniques et epidemiologiques 

5 - Differents jeux d' amorces et de sondes ont ete 

synthetises afin de pouvoir amplifier par PCR la sequence 
XH. 

II est possible d'utiliser la combinaison d' amorces 
suivante : 
10 Amorce sens (1M13) : 

5' -CCCGCCCCGCTGATGAAAAG-3' (SEQ ID NO :10) 
Amorce antisens (3T7) : 

5' -ATGCCAACGCCCAGAGTCCG-3' (SEQ ID NO :13) 

Cycles de PCR : 75 °C 5 min., 94 °C 2 min., 94 °C 10 s x 
15 28, 66°c 30 s x 28, 72°C 1 min. 30 x 28 et 72°C 7 min. 
Deuxieme tour de PCR : 

3 pL d' echantillons du l er tour ont ete dilues avec 27 
pL d'eau. 

Le melange suivant a ete prepare: H 2 0 17,5 pL, tampon 
20 PCR 10 X 2,5 pL, dNTPs (10 mM de chaque) 0,5 pL, PCR 
nichee amorce sens (10 pM) 1 pL, PCR nichee amorce anti- 
sens 2R (10 ]iM) 1 pL, 50 X advantage cDNA polymerase mix 
0,5 pL, echantillons RDA 1/10 2 pL. 

Les couples d' amorces suivants ont ete utilises : 
25 Amorce sens (1M13) : 

5' -CCCGCCCCGCTGATGAAAAG-3' (SEQ ID NO :10) 
Amorce antisens (1T7) : 

5' -GATGTTTCTGTGTCTGTGGG-3' (SEQ ID NO :14) 

Cycles de PCR : 94°C 2 min., 94°C 10 s x 10-15, 68°c 
30 30 s x 10-15, 72°C 1 min. 30 x 10-15 et 72°C 7 min. 

Tout d' abord, 90 donneurs de sang ayant des 
transaminases normales ont ete cribles par PCR. Tous sont 
n6gatifs pour la sequence XH. 
35 - En parallele la presence de la sequence XH a 

differentes dates dans le serum du patient ayant permis de 
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realiser la RDA a ete recherchee. La presence de la 
sequence XH a ete constatee uniquement au moment ou les 
transaminases etaient particulierement elevees. L' analyse 
d'une biopsie de foie de ce patient apres la chute des 
transaminases revele la presence de cette sequence. II 
faut noter, dans ce cas, que le patient est traite par 
1' interferon desormais depuis 10 ans et que toute 
tentative d' arret du traitement a pour consequence une 
augmentation rapide des transaminases suggerant la 
presence persistante de 1' agent en cause dans la maladie 
du foie. 

- Vingt cas de cirrhose biliaire primitive sont 
demeures egalement negatifs pour la sequence XH au niveau 
du serum et du foie. Quatre cas d' hepatites 

15 medicamenteuses ont egalement ete Studies et se sont 
egalement reveles negatifs. Seuls 1/21 cas d' hepatite 
auto-immune et 1/7 cas d' hepatite alcoolique etaient 
positifs pour la sequence XH. Ces resultats sur des 
populations controles ont permis de verifier que la 

20 sequence XH n' est pas habituellement presente dans le 
serum humaih « normal " ou dans le contexte de lesions du 
foie d' etiologie non virale. 

- De maniere tres interessante, 1' analyse 
d' echantillons de foie et de serum de patients de l' Hotel 

25 Dieu de Lyon, souffrant d'une hepatite chronique Non-A 
Non-E a permis de constater que 10% d'entre eux (11/109) 
sont porteurs de la sequence XH. Un pourcentage similaire 
de patients positifs pour l'ADN de HXHV est obtenu chez 
des patients marocains ayant une hepatite chronique Non-A 

30 Non-E. 

- Les patients positifs par PCR dans le serum pour 
la sequence XH sont apparus egalement positifs au niveau 
de l'ADN ektrait de biopsies de foie lorsque la biopsie 
etait disponible. La presence de la sequence XH a pu etre 

35 observee a differentes dates, espacees de plusieurs 
annees, pour un meme patient. 
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produits amplifies par PCR qui ont ete sequences 
et montrent une sequence tres similaire d'un patient a 
1' autre. 

Ces patients ont tous une hepatite chronique avec 
des degres variables au niveau des lesions du foie, 
depuis 1' hepatite minime jusqu'a la cirrhose. Certains 
seulement ont ete transfuses ce qui constitue un facteur 
de risque clairement etablit quant a la transmission d'un 
virus des hepatites. Ces patients n' etant porteur d'aucun 
virus connu des hepatites n' ont integres aucun protocole 
de traitement antiviral. 

De plus, 1' analyse de treize cas d' hepatite aigue 
Non-A Non-E du Bresil a permis de detecter la presence de 
la sequence XH chez onze de ces patients a la phase aigue. 



III-2 Approche w mol^culaire " 

Afin de determiner la nature de l'ADN isole (simple 
brin ou double brin) la sequence XH a ete capturee avec 
alternativement deux oligonucleotides specif iques de l'un 
ou 1' autre des deux brins ADN de la sequence XH fixes sur 
des particules magnet iques (Gene Trapper cDNA positive 
selection system, Gibco BRL (nom commercial)). Les 
oligonucleotides utilises sont les suivants : 
oligonucleotide sens S6M13: 
25 5' -GCCATGTAACTCGGCAGTGC-3 ' (SEQ ID, NO : 9) 
oligonucleotide antisens Comp S6M13: 
5'-GCACTGCCGAGTTACATGGC-3' (SEQ ID NO :15) 

Dans un deuxieme temps les produits relargues apres 
30 capture avec les oligonucleotides specifiques sont 
analyses par : 

PCR et hybridation des produits de PCR avec une 
sonde specif ique de XH. 

Clonage, analyse des clones par PCR, hybridations 
35 des repliques des-produits clones, sequencage des clones. 
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Cette demarche a ete validee sur la sequence XH 
clonee dans le vecteur TOPO. Sous cette forme , la 
sequence issue de la RDA est double brin puisque issue 
d'une PCR. La procedure de capture realisee sur la 
5 sequence clonee permet en final de capturer les deux 
brins d'ADN presents. 

La nature de la sequence XH qui circule chez les 
patients a ete recherchee a partir de plusieurs serums de 
patients * hepatite X ", positifs par PCR pour la 

10 sequence XH. Les serums sont ou non ultracentrif uges 
avant le procede de capture. 

L' ensemble de ces resultats demontre que seul l'un 
des oligonucleotides (1' oligonucleotide sens, S6M13) est 
capable de retenir la sequence XH qui circule dans le 

15 serum des patients. En consequence, cette sequence est au 
moins partiellement simple brin. Cette hypothese sur la 
nature simple brin de l'ADN de XH est etayee par des 
essais de traitements prealables de l'ADN de XH par la 
nuclease SI, enzyme specif ique des formes simple brin 

20 d'ADN. Le traitement prealable d' extraits de serums 
positifs pour l'ADN de XH abolit le signal PCR et 
confirme done la nature simple brin de la sequence. 

III-3 Production d' anticorps specif iques. 

25 - La sequence XH (SEQ ID NO : 1) presente quatre 

phases de lecture ouvertes. L'ORFl est presentee en SEQ ID 
NO : 2, elle comprend 101 acides amines codes par les 
bases 1 a 103 de SEQ ID NO : 1. L'ORF2 est presentee en 
SEQ ID NO : 3, elle comprend 135 acides amines codes par 

30 les bases 829 a 1233 de SEQ ID NO : 1. L'ORF3 est 
presentee en SEQ ID NO : 4, elle comprend 135 acides 
amines codes par les bases 270 a 674 de SEQ ID NO : 1. 
L f ORF4 est presentee en SEQ ID NO : 5, elle comprend 183 
acides amines codes par les bases 813 & 1361 de SEQ ID 

35 NO : 1. Par analyse informatique il a 6te montre que la 
proteine choisie possede une region de 14 acides amines 
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qui a toutes les proprietes d' immunogenicite et 
hydrophilicite requises pour induire la production 
d' anticorps . 

- Un polypeptide correspondant a la zone des 14 
5 acides amines precitee a ete synthetise pour la production 
d' anticorps polyclonaux. La sequence de ce polypeptide est 
donnee ci-dessous et r6ferencee en SEQ ID NO : 6. 

RRAAELHRRDQYRL 
Pour 1' immunisation des lapins, une cysteine (C) a 
10 ete ajoutee a l'extremite COOH terminale de ce polypeptide 
pour le couplage a la BSA. L' immunogene RRAAELHRRDQYRLC- 
BSA a ete injecte aux lapins a raison de 100 \ig 
d r immunogene par lapin et par injection. Le protocole 
d' immunisation utilise est le suivant : 
15 JO : l* re prise de sang de 10 ml, immunisation : 0,1 

mg d' immunogene (1 mg/mL) + 0 f 4 mL d'eau physiologique + 
0,5 mL AFC 1 mL en ID (0,1 mL x 10) 

J28 : 0,1 mg d' immunogene (1 mg/mL) + 0,4 mL d'eau 
physiologique + 0,5 mL AFI en ID-1 mL en ID (0,1 mL x 10) 
20 J56 : 0,1 mg d' immunogene (1 mg/mL) + 0,4 mL d'eau 

physiologique + 0,5 mL AFI-1 mL en SC (0,25 mL x 4 ) 

J63 : l* re prise de sang de 3 mL a l'oreille sans 
anticoagulant 

J84 : 0,1 mg d' immunogene (1 mg/mL) + 0,4 mL d'eau 
25 physiologique + 0,5 mL AFI 1 mL en IM (0,25 mL x 4) 

J91 : 2^ me prise de sang de 9 mL a l'oreille sans 
anticoagulant 

J112 : 0,1 mg d' immunogene (1 mg/mL) + 0,4 mL d'eau 
physiologique + 0,5 mL AFI-1 mL en ID (0,1 mL x 10) 
30 J119 : 3* me prise de sang de 9 mL a l'oreille sans 

anticoagulant . 

La production d' anticorps specif iques est un outil 
tres efficace pour le criblage de 1' expression de la 
sequence XH sur des biopsies de patients Non-A Non-E en 
35 parallele avec d'autres categories de patients ou de 
controles . 
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- Le polypeptide de 14 acides amines (SEQ ID NO :6) 
est utilise pour la mise au point d'un test ELISA pour la 
capture d'anticorps specif iques du virus HXHV 
potentiellement presents chez des patients ayant une 
5 hepatite chronique Non-A Non-E. Dans les puits d'une 
plaque de microtitration sont deposes 100 pL de 
streptavidine diluee au 1/100 dans un tampon carbonate. Le 
depot est suivi d'une incubation pendant 2 heures a 37 °C 
dans une 6tuve, apres laquelle trois lavages sont 
10 effectues. 100 pL du peptide biotinyle, dilue au 1/100 
dans du PBS, sont ensuite ajoutes dans chacun des puits. 
Le melange est incube pendant une nuit a 4°C. Trois 
lavages sont ensuite realises, 250 pL de PBS + serum de 
chevre sont ensuite ajoutes afin de saturer les sites. 

15 L' ensemble est incube pendant 2 heures a 37 °C. Apres trois 
lavages, 100 pL de chaque serum a tester (dilue a la 
dilution appropriee dans du PBS Tween + SC) sont ajoutes 
et une incubation est realisee pendant 2 heures a 37 °C en 
etuve. Trois lavages sont ensuite realises et 100 pL d'une 

20 solution diluee d'anticorps anti-IgG humain couple a la 
peroxydase sont deposes. L' ensemble est incube en etuve 
pendant une heure a 37 °C. L' incubation est suivie d'une 
etape de trois lavages. La revelation est realisee par 
addition d' ortho-phenylenediamine (100 pL) . La reaction 

25 est bloquee par addition de 50 pL d'H 2 S0 4 et la lecture est 
effectuee aux DO 4 92nm et 635nm. Les resultats sont 
presentes dans la figure annexee. Comme cela ressort de 
cette figure 6 patients sont tres bien d6tectes par cette 
technique parmi les 16 chez lesquels le sequence XH avait 

30 ete detect ee par PCR. Un septieme patient est detecte 
faiblement, a la limite du seuil. 

III-4 Etude en microscopie electronique 

Des gradients de sucrose ont ete realises afin d' isoler 
35 d' eventuelles particules virales associ6es a la presence 
de la sequence XH. Pour cela, le serum d'un patient de la 



BNSDOCID: <WO. 03055994 A1 J A> 



WO 2003/055994 



36 



PCT/FR2002/004578 



cohorte d' hepatites Non-A Non-E a ete utilise. Deux 
fractions consecutives de ce gradient sont apparues 
positives par PCR pour la s6quence XH. Ces fractions 
correspondent a des densites de l'ordre de 1,2 a 1,5 g/crn 3 . 
5 L' etude en microscopie electronique a permis d' observer 
des particules dont la taille et la regularity (HOnm de 
diametre) sont compatibles avec celle d'un agent viral. La 
frequence avec laquelle ces particules sont observees en 
microscopie electronique suggere une concentration de 
10 l'ordre de 5xl0 5 particules/ml de serum. 

Le test ELISA mis au point nous a permis de rechercher la 
presence d'anticorps "anti-XH" chez des donneurs de sang 
et dans differentes categories de patients. 

15 

IV ETUDE SUR DES DONNEURS DE SANG ET DES PATIENTS 
IV-1. Recherche d' anticorps anti-XH 

La recherche d' anticorps anti-XH chez des donneurs de 
sang et dans differentes categories de patients a ete 
20 realisee par test ELISA. Les resultats sont presentes dans 
le tableau ci-dessous. 
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Tableau 



Donneu 


rs de £ 


sang 


Patients 




TN 


TE 


VHC+ 


VHB+ 


VIH+ 


Non 
A-E* 


Non 
A-E** 


H* 


H** 


Nombre 

total 

£tudi6 


408 


389 


45 


40 


31 


44 


13 


47 


41 


% de 
positif s 
anti-XH 


1,22 


6,2 


3 


16 


35 


23 


31 


36 


17 



10 



15 



20 



25 



30 



— » j - <-au«. uc Liauaduixnases 

normale » 

TN signifie « donneurs de sang ayant un taux de transaminases 
eleve » 

VHC+ signifie « patients VHC positifs » 
VHB+ signifie « patients VHB positifs » 
VIH+ signifie « patients VIH positifs » 

Non A-E* signifie « patients atteints d' une hepatite non A-E 
chronique » 

Non A-E** signifie « patients atteints d'une hepatite non A-E 
fulminante » 

H* signifie « patients h6mophiles ayant ete transfuses avant 
1987, c'est a dire avant traitement du sang par des solvants 
detergents » 

H** signifie « patients hemophiles ayant ete transfuses apres 
1987 » r 

La difference de prevalence des anticorps anti-XH 
entre les 408 donneurs de sang ayant des transaminases 
normales et les 38 9 donneurs de sang ayant de 
transaminases elevees est significative. Cette difference, 
observee entre ces deux groupes testes en double aveugle, 
suggere une relation causale entre la presence des 
anticorps anti-XH et la maladie hepatique. Une fraction 
des donneurs de sang ayant des transaminase elevees (20%) 
est retrouvee positive en PCR pour la sequence XH. Cette 
sequence n*a jamais ete retrouvee chez les donneurs de 
sang ayant des transaminases normales. 
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Un pourcentage plus eleve de positivite en anticorps 
anti-XH est retrouve pour les patients VIH positifs (35%), 
compare aux 16% chez les patients porteurs chroniques du 
VHB et aux 3% chez les porteurs chroniques du VHC. L' etude 
5 detaillee des facteurs de risque auxquels les patients ont 
ete exposes demontre que la sequence XH est transmissible 
par voie parenterale et sexuelle. 

Seuls les patients ayant une hepatite chronique ou 
10 fulminante Non-A Non-E positifs en ELISA sont positifs pat 
PCR dans 50% des cas , alors qu'aucun positif en - ADN n'a 
§te detecte dans le groupe des patients VHC, VHB ou parmi 
les hemophiles . . 

15 Une etude a egaler^ent ete menee sur des patients 

atteints d f hepatite aigue d'etiolpgie inconnue evoluant 
vers la chronicite ou la guerison. Sur 13 cas etudies, 11 
se sont reveles positifs en anticorps anti-XH durant la 
phase aigue de la maladie. Parmi les cas ayant pu etre 

20 suivis f tous sont demeures positifs en anticorps dans le 
temps . 

IV-2 . Recherche de la seqiience XH par PCR 

Une methode de PCR quantitative en temps reel 
25 utilisant le Light cycler Roche® a ete developpee pour 
amplifier la sequence XH, Elle a ete utilisee, entre 
autres, pour amplifier la sequence XH dans l'ORF 4 chez 
les 11 patients qui s'etaient reveles etre positifs en 
anticorps anti-XH . 
30 Les quatre amorces specifiques decrites ci-dessous 

ont ete synthetisees et purifiees sur HPLC. 

51 (sens) : 5 f -GCGTTGTGGTTCTGTTGC-3 A (SEQ ID NO: 19) 

52 (sens) : 5' -GATCAATATCGCCTACGC-3' (SEQ ID NO: 20) 

AS1 (anti-sens) : 5' -CTGAAGGATAGGGCTGATG-3' (SEQ ID NO 21) 
35 AS2 (anti-sens) : 5' -CTGTTCGCCAGCCACCAG-3' (SEQ ID NO 22) 
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La PCR est realisee a partir du kit Qiagen® 
« Quant iTect SYBR Green PCR Kit» (nom commercial). 

La composition du melange de reaction est la suivante 

5 Master mix quantitect Qiagen lOpl 

Amorce sens (ISpM) Ipl 

Amorce anti-sens (15yiM) ijii 

ADN cible 5pl 

Eau (sans RNAse) 3^ 

10 Volume total par capillaire 20pl 

Une fois les 20)11 deposes, les capillaires sont scelles, 
centrifuges brievement et places dans le rotor du Light 
Cycler. 



15 



20 



Protocole de la PCR. 

• Activation : 
95 °C pendant 15 minutes. 



Tx* 
20 



• Amplification/Quantification : 
Nombre de cycles 45 

Denaturation Hybridation Elongation 

Temperature [°C] 95 52 * 72 

25 Incubation [s] 0 5 
Taux de transition 

de temperature [°C/s] 20 20 

Tx* : temperature dependant de la combinaison d' amorces 
utilisee . 

30 

Amorces Taille de 1'amplicon (pb) Tx (s) 

S1/AS1 441 18 

S1/AS2 312 13 

S1/AS2 331 13 

35 S2/AS2 232 10 
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• Analyse de la courbe de fusion : 



Denaturation Hybridation 



Elongation 
95 



5 



Temperature [°C] 95 40 

Incubation [s] 0 5 

Taux de transition 



0 



de temperature [°C/s] 20 20 



0,3 



• Ref roidissement : 
40 °C pendant 30 secondes. 

10 • Caracterisation et seuil de detection de la sequence 

d' interet . 

Le seuil de detection theorique de la sequence XH inseree 
dans le plasmide se situe entre 1 et 2 copies par 
capillaire. Le Tm de l'amplicon S1/AS2 (312 pb) le plus 
15 frequemment utilise est de 88 °C. 

1/ application de cette technique montre, entre autres, que 
quatre sur cinq des patients ayant evolues vers une 
hepatite chronique sont positifs par PCR pour la sequence 
20 XH. A 1 ! inverse cinq sur six des patients ayant gueris 
sont devenus negatifs par PCR pour la sequence XH. 
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RE VESICATIONS 

1. Virus HXHV Isold prdsentant les caract<§ristiques 
suivantes : 

5 (±) un genome a ADN, au moins partiellement 

simple brin, 

(ii) ledit genome comprend au moins une trame 

de lecture (ORF) codant pour une proteine ou 
une polyproteine 

10 ledit genome comprend une sequence 

nucleotide que qui present e, pour tout segment 
d'au moins 4 0 nucleotides appartenant a ladite 
sequence, au moins 90% d'homologie avec SEQ 
ID NO :1 ou avec son complementaire. 
15 2. Virus selon la revendication 1, caracterise en ce 

que ladite sequence selon (iii) presente, pour tout 
segment de 40 nucleotides appartenant a ladite sequence, 
au moins 95% d'homologie avec SEQ ID NO : 1 ou avec son 
complementaire . 

3. Virus selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que ladite sequence selon (iii) presente, pour tout 
segment de 40 nucleotides appartenant a ladite sequence, 
au moins 98% d'homologie avec SEQ ID NO : 1 ou avec son 
complementaire . 

25 4. Virus selon l'une quelconque des revendications 1 

a 3, caracterise en ce que. son genome comprend au moins 
une trame de lecture codant pour une sequence peptidique 
choisie parmi SEQ ID NO : 2-6. 

5. Sequence d' acide nucleique susceptible d'etre 
obtenue a partir du genome du virus HXHV tel que defini a 
l'une quelconque des revendications 1 a 4. 

6. Fragment nucleotidique d'ADN, caracterise en ce 
qu'il comprend ou consiste en une sequence nucleotidique 
d'au moins 12 nucleotides contigus appartenant a SEQ ID 
NO : 1 ou a son complementaire. 



20 



30 



35 
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7. Fragment selon la revendication 6, caracterise en 
ce qu'il comprend ou consiste en au moins 15 nucleotides 
contigus appartenant a SEQ ID NO : 1 ou a son 
complementaire . 

5 8. Fragment selon la revendication 6 ou 7, 

caracterise en ce qu'il comprend ou consiste en au moins 
18 nucleotides contigus appartenant a SEQ ID NO : 1 ou a 
son complementaire. 

9. Fragment selon 1'une quelconque des revendications 
10 6 a 8, caracterise en ce qu'il comprend ou consiste en au 

moins 21 nucleotides contigus appartenant a SEQ ID NO : 1 
ou a son complementaire. 

10. Fragment selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 9, caracterise en ce que lesdits 

15 nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 
au nucleotide 813 et se terminant au nucleotide 1361 de 
SEQ ID NO :1, ou fragment complementaire. 

11. Fragment selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 9, caracterise en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 
au nucleotide 927 et se terminant au nucleotide 968 de 
SEQ ID NO :1, ou fragment complementaire. 

12. Fragment selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 11, caracterise en ce qu'il comprend ou 
consiste en SEQ ID NO :1 ou son complementaire. 

13. Produit de transcription d'un fragment tel que 
defini a l'une quelconque des revendications 6 a 12, ou de 
son complementaire. 

14. Molecule d' ADN, caracterisee en ce qu'elle 
comprend ou consiste en un fragment tel que defini a l'une 
quelconque des revendications 6 a 12, ou en son 
complementaire . 

15. Molecule d'ARN, caracterisee en ce qu'elle 
comprend ou consiste en un produit de transcription tel 

35 que defini a la revendication 13. 



20 



25 
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16. Polypeptide dont la sequence polypeptidique est 
codee par le genome d'un virus HXHV tel que defini a l'une 
quelconque des revertdications 1 a 4. 

17- Fragment peptidique comprenant ou consistant ea 
5 une sequence peptidique d'au moins 7 acides amines 
appartenant a SEQ ID NO : 5. 

18. Fragment selon la revendication 17, caracterise 
en ce qu'il comprend ou consiste en SEQ ID NO :5, 

19. Fragment selon la revendication 16 , caracterise 
10 .en ce qu'il comprend ou consiste en une sequence 

peptidique d'au plus 15 acides amines appartenant a SEQ ID 
NO :5. 

20. Fragment selon la revendication 17 ou 18, 
caracterise en ce qu'il comprend ou consiste en 

15 SEQ ID NO :6. 

21. Fragment selon la revendication 17 ou 19, 
caracterise en ce qu'il comprend ou consiste en une 
sequence peptidique ayant de 6 a 10 acides amines ou de 8 
a 12 acides amines, lesdits acides amines appartenant a 

20 SEQ ID NO :5. 

22. Cassette d' expression f onctionnelle dans une 
cellule issue d'un organisme procaryote ou eucaryote, 
permettant 1' expression d'une sequence d'acide nucleique 
selon la revendication 5, ou d'un fragment selon l'une 

25 quelconque des revendications 6 a 12, ou d'une molecule 
d'ADN selon la revendications 14, placee sous le controle 
des elements necessaires a son expression. 

23. Vecteur comprenant une cassette d' expression 
selon la revendication 22. 

30 24. Cellule issue- d'un organisme eucaryote ou 

procaryote comprenant une cassette d' expression selon la 
revendication 22 ou un vecteur d' expression selon la 
revendication 23. 

25. Cellule selon la revendication 24, caracterisee 

35 en ce qu' elle est issue d'un organisme eucaryote choisi 
parmi les cellules COS et CHO. 
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26. Cellule selon la revendication 24 , caracterisee 
en ce qu'elle est issue d'un organisme eucaryote inferieur 
choisi parmi les cellules de Saccharomyces cerevisiae et 
de Pichia pastorls. 
5 27. Polypeptide susceptible d'etre produit par une 

cassette d' expression selon la revendication 22 , un. 
vecteur selon la revendication 23 , ou une cellule selon 
l'une quelconque des revendications 24 a 26. 

28. Procede pour preparer un polypeptide selon la 
10 revendication 16 ou un fragment polypeptidique selon l'une 

quelconque des revendications 17 a 20 r selon lequel on 
cultive une cellule h6te telle que definie & l'une 
quelconque des revendications 24 a 26 dans un milieu de 
culture approprie, et on purifie ledit polypeptide produit 
15 jusqu'a un degre de purete requis. 

29. Polypeptide immunogene consistant en un 
polypeptide tel que defini a la revendication 16 ou 27 , ou 
en un fragment peptidique tel que defini a l'une 
quelconque des revendications 17 a 20. 

20 30. Polypeptide selon la revendication 2 9, 

caracterise en ce qu'il consiste en SEQ ID NO :6. 

31. Anticorps monoclonal ou polyclonal susceptible 
d'etre obtenu par immunisation d'un animal mammifere avec 
un peptide immunogene tel que defini dans la revendication 

25 29 ou 30. 

32. Composition diagnostique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un polypeptide tel que defini a la 
revendication 16 ou 27 , ou . un fragment polypeptidique tel 
que defini dans l'une quelconque des revendications 17 a 

30 20, 29 et 30. 

33. Composition diagnostique, caracterisee en ce 
*qu' elle comprend un anticorps monoclonal ou un anticorps 
polyclonal tel que defini dans la revendication 31. 

34. Procede pour d^tecter des anticorps diriges 
35 contre le virus HXHV selon la revendication 1 ou au moins 

contre un polypeptide tel que defini a la revendication 
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16 ou 27 , ou un fragment polypeptidique tel que defir 
dans l'une quelconque des revendications 17 a 20, selc 
lequel on met en contact un echantillon biologiqi 
suspecte etre ou pouvoir avoir 6t6 infecte par le viru 
5 HXHV avec une composition diagnostique telle que defini 
dans la revendication 32 , dans des conditior 
predetermines qui permettent la formation de complexe 
anticorps/antigene et on detecte la formation desdit 
complexes . 

10 35. Procede pour detecter un polypeptide tel qu 

defini a la revendication 16 ou 27 , ou un f ragmen 
polypeptidique tel que defini dans l'une quelconque de 
revendications 17 a 20, dans un echantillon biologique 
selon lequel on met en contact 1' echantillon biologiqu 

15 avec une composition diagnostique telle que definie dan 
la revendication 32, dans des conditions predeterminee 
qui permettent la formation de complexe 

anticorps/antigene et on detecte la formation desdit 
complexes . 

20 36. Composition immunogene ou vaccinale, caracterise 

en ce qu f elle comprend un polypeptide tel que defini a 1 
revendication 16 ou 27, ou un fragment polypeptidique te 
que defini dans l'une quelconque des revendications 17 
20, 29 ou 30, ou le virus HXHV tel que defini dans 1 

25 revendication 1, associe a un vehicule et/ou adjuvan 
et/ou diluant approprie et/ou a un excipien 
pharmaceutiquement acceptable . 

37. Sonde d'au moins 12 nucleotides, caracterisee e: 
ce qu'elle est susceptible de s'hyb.rider a une sequeno 

30 d'acide nucleique telle que definie dans la revendicatio] 
5 r , ou a un fragment nucleotidique tel que defini dan; 
l'une quelconque des revendications 6 a 12, ou a un< 
molecule d'ADN ou d'ARN telle que definie dans 1; 
revendication 14 ou 15, 1' hybridation etant realisee dan: 

35 les conditions de stringency correspondant a un< 
combinaison de la temperature et de la concentratioi 
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saline choisie approximativement entre 12 a 20°C sous le 
Tm r melting temperature ") du complexe sonde - sequence 
d' acide nucleique a detecter. 

38. Amorce d'au moins 12 nucleotides, caracterisee en 
ce qu'elle est susceptible de s'hybrider a une sequence 
d' acide nucleique telle que definie dans la revendication 
5, ou a un fragment nucleotidique tel que defini dans 
l'une quelconque des revindications 6 a 12, ou a une 
molecule d'ADN ou d'ARN telle que definie dans l a 
revendication 14 ou 15 1' hybridation etant realisee dans 
les conditions de stringence correspondant a une 
combinaison de la temperature et de la concentration 
saline choisie approximativement entre 12 a 20 °C sous le 
Tm r melting temperature ") du complexe amorce - sequence 
d' acide nucleique a amplifier et/ou detecter. 

39. Amorce susceptible de s'hybrider a une sequence 
d' acide nucleique telle que definie dans la revendication 
5, ou a un fragment nucleotidique tel que defini dans 
l'une quelconque des revendications 6 a 12, ou a une 
molecule d'ADN telle que definie dans la revendication 14 , 
caracterisee en ce qu'elle est- choisie parmi l'une 
quelconque des sequences SEQ IDs NO : 19 a 22. 

40. Anticorps anti-acide nucleique, caracterise en ce 
qu'il est susceptible de se lier a une sequence d' acide 
nucleique telle que definie dans la revendication 5, ou a 
un fragment nucleotidique tel que defini dans l'une 
quelconque des revendications 6 a 12, ou a une molecule 
d'ADN ou d'ARN telle que definie dans la revendication 14 
ou 15. 

41. Composition diagnostique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins une sonde ou une amorce ou un 
anticorps anti-acide nucleique tel(le) que defini (e) dans 
les revendications 37, 38, 39 et 40. 

42. Procede de detection d'un ADN ou d'un ARN viral, 
dans un echantillon biologique, selon lequel on traite si 
necessaire ledit echantillon p OU r en extraire 1' ADN ou 
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l'ARN, on met en contact ledit echantillon avec au moins 
une sonde ou une amorce telle que definie dans la 
revendication37, 38 ou 39, dans des conditions de 
stringence determinees, et on detecte la presence d'ADN ou 
5 d'ARN viral dans 1' echantillon soit par mise en Evidence 
d'une hybridation dudit ADN ou ARN viral avec au moins une 
sonde, soit par amplification dudit ADN ou ARN. 

43. Procede de diagnostic d' ADN et/ou d'ARN viral, 
selon leguel on preleve un echantillon de serum ou de 

10 plasma d'un patient, on traite si necessaire ledit 
echantillon pour en extraite 1' ADN et/ou l'ARN, on met en 
contact ledit echantillon avec au moins un anticorps anti- 
acide nucleique tel que defini dans la revendication 31, 
ledit anticorps 6tant eventuellement marque par tout 

15 marqueur approprie et on met en evidence la formation d' un 
complexe acide nucl<§ique/anticorps. 

44. Composition vaccinale comprenant une sequence 
d' ADN codant pour au moins un polypeptide ou un fragment 
polypeptidique tel que defini dans l'une quelconque des 

20 revendications 16 a 20, 29 et 30, ledit ADN etant melange 
avec un v6hicule et/ou un diluant approprie. 

45. Vecteur comprenant au moins un gSne d' interet 
therapeutique ou vaccinal, ledit gene codant notamment 

(i) soit au moins pour un polypeptide ou un fragment 
25 polypeptidique tel que defini dans l'une quelconque des 

revendications 16 a 20, 29 et 30; 

(ii) soit au moins pour tout ou partie d'un anticorps 
polyclonal ou monoclonal capable de se fixer a au moins un 
un polypeptide ou fragment polypeptidique defini en (i) ; 

30 (iii) soit au moins pour une molecule inhibitrice 

d'au moins un polypeptide ou fragment polypeptidique 

defini en (i) ; 

(iv) soit au moins pour un ligand ou toute partie 

d'un ligand capable de se fixer a au moins un polypeptide 
35 ou fragment polypeptidique defini en (i) et/ou d' inhiber 

sa fonction. 
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4 6. Composition therapeutique ou vaccinale, 
caracterisee en ce qu'elle comprend, entre autre, un 
vecteur tel que defini dans la revendication 45 et en ce 
que ledit gene d'interet est plac6 sous la dep.endance 
5 elements assurant son expression in vivo. 

47. Cellule g^netiquement modifiee, en particulier 
choisie parmi les cellules d'eucaryotes, telles que les 
cellules COS et CHO et les cellules d'eucaryotes 
inferieurs, telles que les cellules de levure, en 

10 particulier les cellules issues de Saccaromyces cerevisiae 
et de Plchia pastor is , transf ormees par au moins une 
sequence d'acide nucleique selon la revendication 5 ou un 
fragment nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 12 ou une molecule d'ADN selon la 

15 revendication 14 ou par un vecteur selon la revendication 
45. 

48. Composition pharmaceutique ou vaccinale, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une cellule telle que 
definie dans la revendication 47. 

20 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> BIOMERIEUX 
INSERM 

<120> Virus HXHV, materiel nucleique, materiel peptidioue et 
utilisations ~ 

<130> HXHV 

<140> 
<141> 

<150> FR0117048 

<151> 2001-12-28 / 

/ ' 

<160> 22 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1362 
<212> ADN 
<213> virus HXHV 



<400> 1 

actaccaaca 

gcgacctggc 

accgcagttt 

gggataatcc 

actcaaccat 

cggtgaggtt 

ctgcacgtgc 

ccgccggcca 

taactcggca 

ggcaacagac 

cgccaggttg 

aaaaagattt 

tacgactgca 

ccacagacac 

tctggttgga 

tggttgagcg 

atcgcctacg 

atcaagctgc 

atctttgccc 

gtcgcaggcc 

cagggcgttt 

tccggcgatg 

ttgcccgcgt 



gatcctcgac 

gatccaggat 

caagagctgg 

gctgggctag 

cgccccgccc 

tgccaatggc 

cttcaatacg 

gttcctgctc 

gtgcagcgcc 

cctaggtggc 

gcgccctcgc 

ctcgtagccc 

tggacgcagg 

agaaacatcc 

ctgcatggcc 

gctggtatcjc 

cctgcttttc 

tggcagtggc 

cgctcatgac 

tgggcatgct ■ 

cgactcagct 

gctgttcagg 

gcttggccgc 



gaactgcgcc 
atcgcctgct 
accgggcaga 
cgcgatatgg 
cgctgatgaa 
atatcagtcc 
ggagccttcc 
agcgaagggg 
ctagggtctg 
agtcagggta 
agcaatggac 
gatgaaatac 
aggtagagcg 
accgcacggt 
gctgcgagca 
cctgcccggc 
catttcgctg 
caacggactc 
gctaccgggg 
ggagtggaaa 
tgtcgcggtc 
ccatcatcag 
gtacctcggc 



aggaactggc 
acctcggttt 
cgccgggcga 
ccggaaacgc 
aagcgccacg 
tcccggcgcc 
tgcgccttct 
atgctagtgg 
ttgccgtttc 
ttggcatctc 
gaggcaggga 

gggggcgctt 

aagcaggatg 
aggaggtgat 
cgggcgttgt 
gagctgctga 
gcgattcgcc 
tgggcgttgg 
ctttgtcatg 
tggcgcaggc 
cagtaaccgt 
ccctatcctt 
cccgaccacg 



cgagcactac 
caccgagtca 
gtttcgcgag 
cgtgccagcc 
agcgcagcca 
cttactcgtt 
cggcagcggt 
cgtgggcagt 
gcgcacggcc 
tccatcggtt 
tgcgggcgtt 
tgctcgccag 
wagagcaga 
tcaaatgatc 
ggttctgttg 
gcttcatcgg 
tgcgacgcgc 
catgccttgg 
tgctcggcga 
agctgctggt 
cacaggtatt 
cagccctgtg 
ct 



ctgctgcgca 
cgctcgttcc 
agccggcgcc 
agtagtcgag 
cggccggcac 
cttatcgcca 
caggctgtag 
gaacgccatg 
gcgtcgaaac 
tcgaatacgg 
acagcgggcg 
caatcgcggc 
aagctctctc 
aggcatctcc 
ctggcccccc 
cgcgatcaat 
cgaagcgcta 
catcgctacg 
ggctgcatcc 
ggctggcgaa 
caggcgaaga 
aaagcggttc 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1362 



<210> 2 
<211> 101 
<212> PRT 
<213> virus HXHV 

<400> 2 

Thr Thr Asn Arg Ser Ser Thr Asn Cys Ala Arg Asn Trp Pro Ser Thr 
15 io 15 

Thr Cys Cys Ala Ala Thr Trp Arg Ser Arg lie Ser Pro Ala Thr Ser 
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20 



25 



30 



Val Ser Pro Ser His Ala Arg Ser Thr Ala Val Ser Arg Ala Gly Pro 
35 40 45 

Gly Arg Arg Arg Ala Ser Phe Ala Arg Ala Gly Ala Gly lie He Ara 
50 55 60 

Trp Ala Ser Ala He Trp Pro Glu Thr Pro Cys Gin Pro Val Val Glu 
65 70 75 80 

Thr Gin Pro Ser Pro Arg Pro Ala Asp Glu Lys Arg His Glu Arg Ser 
85 90 " 95 

His Gly Arg His Arg 
100 



<210> 3 
<211> 135 
<212> PRT 
<213> virus HXHV 

<400> 3 

Ser Gly He Ser Ser Gly Trp Thr Ala Trp Pro Leu Arg Ala Arg Ala 
1 5 10 is 

Leu Trp Phe Cys Cys Trp Pro Pro Trp Leu Ser Gly Trp Tyr Ala Leu 
20 25 30 

Pro Gly Glu Leu Leu Ser Phe He Gly Ala He Asn He Ala Tyr Ala 
35 40 45 

Cys Phe Ser He Ser Leu Ala He Arg Leu Arg Arg Ala Glu Ala Leu 
50 55 60 

He Lys Leu Leu Ala Val Ala Asn Gly Leu Trp Ala Leu Ala Cys Leu 
6 5 70 75 J 80 

Gly He Ala Thr He Phe Ala Pro Leu Met Thr Leu Pro Gly Leu Cys 
85 90 95 

His Val Leu Gly Glu Ala Ala Ser Val Ala Gly Leu Gly Met Leu Glu 
100 105 no 

Trp Lys Trp Arg Arg Gin Leu Leu Val Ala Gly Glu Gin Gly Val Ser 
115 120 ^ 125 

Thr Gin Leu Val Ala Val Gin 
130 135 



<210> 4 
<211> 135 
<212> PRT 
<213> virus HXHV 

<400> 4 

Lys Ala Pro Arg Ala Gin Pro Arg Pro Ala Pro Val Arg Phe Ala Asn 
1 5 10 15 
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Gly lie Ser Val Leu 
20 

Arg Ala Phe Asn Thr 
35 

Ala Val Ala Ala Gly 
50 



Val Gly Ser Glu Arg 



Val Ala Val Ser Arg 
85 

Gly Ser Gin Gly He 
100 

Gly Trp Arg Pro Arg 
115 

Ala Gly Glu Lys Asp 
130 



Pro Ala Pro Leu Leu Val 
25 

Gly Ala Phe Leu Arg Leu 
4 0 



Gin Phe Leu Leu Ser Glu 
55 

His Val Thr Arg Gin Cys 

Thr Ala Ala Ser Lys Arg 
90 

Gly He Ser Pro Ser Val 
105 

Ser Asn Gly Arg Gly Arg 
120 

Phe Ser 
135 



Leu He Ala Thr Ala 
30 

Leu Gly Ser Gly Gin 
45 

Gly Asp Ala Ser Gly 
60 



Ser Ala Leu Gly Ser 
80 

Gin Gin Thr Leu Gly 
95 

Ser Asn Thr Ala Pro 
110 

Asp Ala Gly Val Thr 
125 



<210> 5 
<211> 183 
<212> PRT 
<213> virus HXHV 

<400> 5 

Glu Val lie Gin Met He Arg His Leu Leu Trp Leu Asp Cys Met Ala 

Ala Ala Ser Thr Gly Val Val Val Leu Leu Leu Ala Pro Leu Val Glu 
4v 25 



30 



Arg Leu Val Cys Pro Ala Arg Arg Ala Ala Glu Leu His Arg Arg Asp 
JO 40 45 ~ 

Gin Tyr Arg Leu Arg Leu Leu Phe His Phe Ala Gly Asp Ser Pro Ala 

55 60 

Thr Arg Arg Ser Ala Asn Gin Ala Ala Gly Ser Gly Gin Arg Thr Leu 

70 7 5 80 

Gly Val Gly Met Pro Trp His Arg Tyr Asp Leu Cys Pro Ala His Asp 
85 90 



95 



Ala Thr Gly Ala Leu Ser Cys Ala Arg Arg Gly Cys He Arg Arg Arg 
100 105 110 y 

Pro Gly His Ala Gly Val Glu Met Ala Gin Ala Ala Ala Gly Gly Trp 



125 



Arg Thr Gly Arg Phe Asp Ser Ala Cys Arg Gly Pro Val Thr Val Thr 

135 i4Q 

Gly He Gin Ala Lys lie Arg Arg Trp Leu Phe Arg Pro Ser Ser Ala 

155 160 
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Leu Ser Phe Ser Pro Val Lys Ala Val Leu Ala Arg Val Leu Gly Arg 
165 170 175 

Val Pro Arg Pro Arg Pro Arg 
180 



<210> 6 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> virus HXHV 

<400> 6 

Arg Arg Ala Ala Glu Leu His Arg Arg Asp Gin Tyr Arg Leu 
1 5 io 



<210> 7 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
6B1 

<400> 7 

taccaacaga tcctcg 

<210> 8 
<211> 16 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
6B.A 

<400> 8 

atatcgcctg ctacct 



<210> 9 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
S6M13 

<400> 9 

gccatgtaac tcggcagtgc 



<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 
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<213> Sequence artificielle 
<220> 



<223> S3 riPti0n ^ la s6qUence artificielle: amorce 
<400> 10 

cccgccccgc tgatgaaaag 

<210> 11 
<211> 15 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 6B 
ant is ens 

<400> 11 

tatgccattg gcaaa 

<210> 12 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 12 

atggttgagt ctcgacta 

<210> 13 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 13 

atgccaacgc ccagagtccg 

<210> 14 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 14 

gatgtttctg tgtctgtggg 



20 



15 



18 



20 



20 
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<210> 15 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
Comp S6M13 

<400> 15 

gcactgccga gttacatggc 



<210> 16 
<211> 36 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sonde 6B 
<4 00> 16 

tccgctgggc tagcgcgata tggccggaaa cgccgt 



<210> 17 
<211> 40 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sonde PAS 
<400> 17 

atggacgagg cagggatgcg ggcgttacag cgggcgaaaa 



<210> 18 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: sonde T7 
<400> 18 

ccttcctgcg ccttctcggc agcggtcagg 



<210> 19 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce SI 
<400> 19 

gcgttgtggttctgttgc 18 
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18 



<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce S2 
<400> 20 

gatcaatatcgcctacgc 

<210> 21 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce AS1 
<400> 21 

ctgaaggatagggctgatg 

<210> 22 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce AS2 
<400> 22 

ctgttcgccagccaccag 

1 8 



19 
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